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Zur Bestimmung der katalytischen Aktivität der Lipase mit Trilinolein als Substrat
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(Eingegangen am 3. Februar/9. Juni 1982)
Zusammenfassung: Der vonProelss & Wright ((1977) Clin. Chem. 23, 522-531) ausgearbeitete Zweipunkttest zur
Bestimmung der Lipase wurde auf seine Brauchbarkeit geprüft. Es zeigte sich, daß zwar das Substrat Trilinolein durch
Pankreaslipase gespalten wird, ohne daß Leberesterase oder Cholinesterase interferieren; die verwendete Farbreaktion
hingegen führt nicht zu reproduzierbaren Ergebnissen. In einem kontinuierlichen UV-Test ließ sich außerdem eine lag-
Phase nachweisen, deren Dauer von der eingesetzten katalytischen Aktivität abhängig ist. Aus den genannten Gründen
können mit dem Verfahren vonProelss & Wright zur Bestimmung der Lipase im Serum keine aussagekräftigen Resultate
erzielt werden.
«
Determination oflipase with the Substrate trilinolein
Summary: The applicability of the two point test reported byProelss & Wright ((1977) Clin. Chem. 23, 522-531) for
the determination oflipase was investigated. The Substrate, trilinolein, is indeed cleaved by pancreatic lipase without
interference from liver esterase or cholinesterase; on the other hand, the reported colour reaction gives nonreproduc-
ible results. Furthermore, the continuous UV-test showed a lag phase, the duration of which depends on the added
catalytic activity. For these reasons the method ofProelss & Wright for the determination oflipase in serum does not
give diagnostically useful results.
Einfuhrung
Zur Bestimmung der katalytischen Aktivität der Lipase
(Triacylgjycerol äcyl hydroläse, EC 3.1.1.3) beschrieben
Proelss & Wright (1) ein Verfahren mit Trilinolein als
Substrat und Lipoxygenase.als Hilfsenzym. In der an^
schließenden Farbreaktion werden die infolge der Oxi-
dation von Eisen(II)-Ionen durch Fettsäure^Hydroper-
oxid gebildeten Eisen(IIi>Ionen als Eisen(III)-thiöcyanat
bestimmt. Wir prüften diesen photpmetrischen Zweipunkt-




Zu den Untersuchungen wurden die folgenden Enzympräpara-
tionen verwendet:
Lipase (Triacylglycerol acyl hydroläse, EC 3.1.1.3),
gereinigte Pankreaslipase aus menschlichem Duodenalsaf t,
spezifische Aktivität 690 Ü/mg (25 °C) gegen Triolein als
Substrat.
Esterase (Carboxylester hydroläse, EC 3.1.1.1),
aus Schweineleber, Boehringer Mannheim, Bestell-Nr.
104698,
spezifische Aktivität etwa 100 U/mg (25 °C) gegen Butter-
säureethylester als Substrat.
Ein Teil der Kristallsuspension wurde bei + 4 °C gegen
Natriumchloridlösung (9,0 g NaCl/O^dialysiert.
Cholinesterase (Acylcholin acyl hydroläse, EC 3.1.1.8),
aus Humanplasma, Boehringer Mannheim, Bestell-Nr.
348643,
spezifische Aktivität 9 U/mg (25 °C) gegen Butyrylthio-
choliniodid als Substrat.
Proben material
Bei den eingesetzten Proben handelte es sich um:
Seren von Gesunden,
Seren von Patienten mit akuten oder chronischen Pankreas-
erkrankungen,
Seren aus Blutproben, die etwa 10 Minuten nach i.v. Injektion
von 5000 I.E. Heparin von Gesunden gewonnen wurden,
Seren, in denen die Pankreaslipase durch zweistündige Inkuba-
tion bei 56 °C vollständig inaktiviert worden war; dies wurde
im titiinjetrischen Test mit Triolein als Substrat nachgewiesen.
Reagentien
1. Lipoxygenase (Linpleate: oxygen oxidoreductase, EC
1.13.11.12) aus Sojabohnen, spezifische Aktivität etwa
153000 7Äeo/e//-Einheiten pro mg.
Definition dieser Einheit nach Theorett et ai. (2): Eine
Einheit ist diejenige Enzymaktivität, die unter den Test-
bedingungen (Volumen des Testansatzes 3,0 ml, Wellen-
länge 234 nm, Temperatur 25 °C) zu einer Absorptions-
zunahme von 0,001/min führt. Umrechnung in Internatio-
nale Einheiten (U): Spezifische Aktivität etwa 18,4 U/mg.
2. Trilinolein (Glycerin-trilinoleat), etwa 99%, Sigma
Bestell-Nr. T-3252.
3. Linolsäure (cis-9-cis-12-Octadecadiensäure), etwa 99%,
Sigma-Bestell-Nr. L-1376.
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4. Natriumdcsoxycholat für die Mikrobiologie, Merck 6504.
5. Glykocholsäure purum, etwa 95%, Fluka Bestell-Nr. 50540,
Charge 521604.
6. Tris(hydroxymethyl)aminomethan zur Analyse, Merck 8382.
7. Aceton zur Analyse, Merck 14.
8. Ethanol absolut zur Analyse, Merck 972.
9. Salzsäure min. 37% zur Analyse, Merck.317.
10. Salzsäure min. 25% zur Analyse, Merck 316.
11. Salzsäure l mol/1, Merck 9057.
12. Ammoniumeisen(II)-sulfat zur Analyse, Merck 3792.
13. Ammoniumthiocyanat zur Analyse, Merck 1213.
14. Human-Serumalbumin, trocken, reinst, Behringwerke
ORHA 20/21.
15. Rinder-Serumalbumin, krist, Calbiochem 12657.
Lösungen
1. Tris-HCl-Puffer, 50 mmol/1, pH 8,8.
2. Natriumdesoxycholat-Lösung, 3,6 mmol/1, in Tris-HCl-Puffer
(Lösung 1).
Wenn andere Konzentrationen verwendet wurden, ist dies
angegeben.
3. Natriumglykocholat-Lösung, 1,5 nimol/1, in Tris-HCl-Puffer
(Lösung 1).
Wenn andere Konzentrationen verwendet wurden, ist dies
angegeben.
4. Ethanol-Aceton-Mischung, 0,4-1 Aceton pro Liter.
5. Trilinolein-Stammlösung, 22,7 mmol/1 in Ethanol-Aceton
(Lösung 4).
6. Trilinolein-Emulsion, 0,34 mmol/1 Trilinolein:
197 ml Lösung 2 bzw. 3 im laufenden Starmix (Stufe II)
tropfenweise mit 3,0 ml Lösung 5 versetzen und 5 min
homogenisieren.
7. Lipoxygenase-Stammlösung, 168 kU/1.
Die trübe Lösung wurde etwa 5 min bei etwa 3 000 g zentri-
fugiert. Nach Abgießen vom Bodensatz war im klaren, gelb-
lich gefärbten Überstand die Aktivität (gernessen nach
Theorett et al. (2)) noch entsprechend der Einwaage vor-
handen. Auch die nach 24 h erneut aufgetretene Trübung
konnte ohne Aktivitätsverlust abzentrifugiert werden.
8. Lipoxygenase-Gebrauchslösung 8,4 kU/1 (bzw. 16,8 kU/1
nach I.e. (1)).
9. Salzsäure-Alkohol, 2,62 g/l Ethanol.
10. Ammoniumeisen(II)-sulfat-Lösung, 0,13 mol/1 in 0,0823
mol/1 HC1.
11. Ammoniumthiocyanat-Lösung, 2,63, 6,6 bzw. 8,2 mol/1 in
bidest. Wasser.
12. Rinder-Serumalbumin-Lösung, 100 g/l in bidest. Wasser.
13. Human-Serumalbumin-Lösung, 50 g/l in Natriumchlorid-
lösung (9,0 g NaCl/1).
14. Linolsäure-Stammlösung, 36 mmol/1 in Ethanol.
15. Linolsäure-Standardlösungen, 10, 25, 50, 75, 100 bzw. 200
Mmol/1 Linolsäure in Tris-HCl-Puffer (Lösung 1).
Methoden
Kontinuierlicher titrimetrischer Test
Das kontinuierliche Verfahren mit Titration der freigesetzten
Linolsäure wurde entsprechend der 1969 beschriebenen
Methode (3) ausgeführt, wobei Trilinolein anstelle von Triolein
als Substrat diente.
Phbtometrischer Zweipunkttest nach Proelss & Wrighf (1)
Prinzip
Das infolge der katalytischen Aktivität der Lipase aus Trilinolein
abgespaltene Linoleat wird durch Lipoxygenase als Hilfsehzym in
das Hydroperoxid übergeführt, das eine stöchiometrische Menge
Fe++-Ionen zu Fe++Monen oxydiert. Die Fe*++-Ionen bilden in der
Indikatorreaktion mit Thiocyanat-Ionen rötliches Eisen(III)·
thiocyanat, dessen Absorption bei 480 nm bzw. Hg 492 nm
photometrisch gemessen wird. Die Autoren geben folgenden
Reaktionsablauf an:



















Ausführung nach der Öriginalvorschrift
Die Bestimjtiungsansätze mit Probe bzw. Standardlösung wurden
ebenso wie Proben-, Substrat- und Reagentien-LeerWerte nach
den Angaben von Proelss & Wright (1) ausgeführt. Die photo-
metrische Messung erfolgte im Spektfalphotpmeter (Zeiss PMQ
II) bei 480 nm bzw. im Spektrallinienphotometer (Eppendorf)
bei Hg 492 nm. Abweichend von der Originalvorschrift (Proelss
& Wright (1)) erfolgte die Ablesung aller Ansätze in l cm Küvet-
ten mit gleicher Lichtdurchlässigkeit gegen bidest. Wasser.
Berechnung bei Ausführung nach der Originalvorschrift
Die Berechnung der Lipaseaktivität ergibt sich nach der fol-
genden Formel:
Katalytische Aktivität
-(ASL.ZARL) 5QO (U/1 (30 oc))
entsprechend
Katalytische




= Absorption der Probe gegen bidest. Wasser.
= Absorption des Proben-Leerwerts gegen bidest.
Wasser.
= Absorption des Standards gegen bidest. Wasser.
= Absorption des Substrat-Leerwerts gegen bidest.
Wasser.
= Absorption des Reagentien-Leerwerts gegen bidest.
• Wasser.
Ausßihrung der Modifikation des Verfahrens
Die Methode wurde hinsichtlich der Volumina und der Inkuba-
tionstemperatur abgewandelt. Dabei gingen wir nach dem in
Tabelle l dargestellten Schema vor.
Berechnung bei Ausßihrung der Modifikation
Katalytische Aktivität
- (ASL-A!RL) |X 250 (U/l (25°O)
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Tab. 1. Modifiziertes Verfahren zur Bestimmung der Lipase-
aktivität.
Probe Proben- Linol- Substrat- Reag.-
Leerwert säure- Leerwert Leerwert
Standard
Trilinolein- 0,5 ml - - 0,5 ml -
Emulsion
(Lösung 6)














auf 25 °C temperieren
10 10




















Ansätze sofort gut mischen und unmittelbar danach
zugeben:
10 10 10 10 10
Ansätze sofort gut mischen und 10 min bei 25 °C
inkubieren, im Abstand von 15 s zufügen:
HCl-Alkohol 3,0ml 3,0ml 3,0ml 3,0ml 3,0ml
(Lösung 9)
Ansätze sofort gut mischen




Ansätze sofort gut mischen, genau nach 30 s
zufügen:










250 (U/l (25 °C))
Kontinuierlicher UV-Test mit Trilinplein als Substrat
Ausführung
Wir führten den kontinuierlichen UV-Test zur Bestimmung der
Lipaseaktivität nach dem in Tabelle 2 aufgeführten Schema aus.
Die kontinuierliche Registrierung der Absorption erfolgte bei
238 nm im Spektralphotometer Zeiss PMQII mit angeschlos-
senem Transmissions-Absorptions-Wandler und Kompensations-
schreiber. Die Verwendung Von 0,5 cm-Quarzküvetten ist not-
Gebrauchslösung
(Lösung 8) Ansätze sofort gut mischen und in Quarz-
küvetten von 0,5 cm Schichtdicke über-
fuhren
wendig, da die Substratemulsionen — unabhängig von der Art
und Konzentration der eingesetzten Gallensäure - auch in
dieser Schichtdicke bereits eine Ausgangsabsorption von etwa
1,5-1,6 zeigen.
Auswertung
Soweit eine geradlinige Absorptionsänderung beobachtet wurde,
ermittelten wir deren durchschnittliche Größe pro Zeiteinheit.
Die bei den Proben-Leerwerten durch Trübungsverminderung
auftretende Abnahme des Meßsignals wurde jeweils zur Korrek-
tur der Meßwerte der Bestimmungsansätze verwendet.
Ergebnisse
Substratspezifität
Im kontinuierlichen titrimetrischen Test (3) fanden
sich mit gereinigter Pankreaslipase, Seren von Gesunden
und Patienten mit akuter Pankreatitis innerhalb der
Fehlerbreite der Methode die gleichen katalytischen
Aktivitäten unter Verwendung von Triolein und Trilino-
lein als Substrat (4). Durch Carboxylesterase aus
Schweineleber und Cholinesterase aus Humanplasma
wurde Trilinolein ebenso wie Triolein nicht gespalten.
Da die Substanz mithin nur durch Lipase umgesetzt
wird, sind Methoden mit Trilinolein als Substrat spezi-
fisch für Lipase.
Originälverfahren nach Proelss & Wright
DSL wir bei der Messung der Lipaseaktivität verschie-
dener Proben nach den Angaben von Proelss & Wright
(1) nicht zu reproduzierbaren Ergebnissen gelangten,
prüften wir zunächst die einzelnen Schritte des Bestim-
mungsverfahrens.
Prüfung der einzelnen Reaktionsschritte
Bestimmung von Eisen(HI)-Ionen als EisenfHIJ-thio-
cyanat
Zur Prüfung der von Proelss & Wright (1) verwendeten
Methode zur Bestimmung von Eisen(III)-Ionen
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führten wir Versuche mit Standardlösungen von Eisen-
(Ill)-chlorid in 0,01 mol/1 Salzsäure aus. Lösungen mit
25 bis 1000 1/1 FeCl3, deren Eisenkonzentration
nach Reduktion der Eisen(III)-Ionen durch Ascorbin-
säure mit Bathophenanthrolindisulfonat (5) gemessen
worden war, wurden nach der angegebenen Modifikation
mit HCl-Ethanol und Ammoniumthiocyanatlösung
(2,63 mol/1) versetzt. Es ergaben sich rötlich gefärbte
Ansätze, die sofort nach Mischen eine konstante Absorp-
tion zeigten; während des überprüften Zeitraums bis zu
40 Minuten änderte sich die Lichtabsorption nicht.
Das entstandene Eisen(HI)-thiocyanat absorbierte
maximal zwischen 490 und 492 nm. In dem geprüften
Bereich von 25 bis 1000 /l FeCl3 bestand ein
geradliniger Zusammenhang zwischen der Konzentration
an Eisen(III)-Ionen und der bei 480 bzw. 492 nm
gemessenen Absorption.
Weiterhin untersuchten wir, ob die Farbentwicklung
von der Konzentration an Thiocyanat-Ionen abhängig
ist. Bei Einsatz von NH4SCN in Endkonzentrationen
von 37 mmol/1 (Originalvorschrift vonProelss & Wright
(1)) bis zu 357 mmol/1 nahm die Farbintensität konti-
nuierlich zu, ohne ein Plateau zu erreichen (Abb. 1).
Höhere Endkonzentrationen konnten aus Löslichkeits-
gründen nicht eingesetzt werden. Wegen der größeren
Empfindlichkeit der Indikatorreaktion wurde die Farb-
reaktion von uns — abweichend von der Originalvor-
schrift — mit 200 einer Lösung von 6,6 mol/1
Ammoniumthiocyanat durchgeführt, so daß die End-
konzentration in den Testen 357 mmol/1 betrug.
0.500 -
250 500
NHASCN (mmol / t )
750 1000
Abb. 1. Abhängigkeit der Farbentwicklung von der Konzen-
tration an Ammoniumthiocyanat im Test.
Endkonzentration an Eisen(III)-Ionen 28,2 /imol/l.
Die Bildung des Eisen(HI)-thiocyanats ist zwischen + 4
und + 40 °C nur geringfügig von der Temperatur abhän-
gig, zwischen + 20 bis + 25 °C ergaben sich keine Unter-
schiede in den Absorptionen.
Spontane Oxidation von JEisen(II)- zu Eisen(III)-Ionen
Nach den Angaben vonProelss & Wright (1) oxidiert das
aus Linolsäure durch die Wirkung von Lipoxygenase
entstandene Fettsäure-Hydroperoxid eine stöchio-
metrische Menge Eisen(Ü)- zu EIsen(II£)-ionen. Wir
untersuchten zunächst die Reaktion von Ammonium-
eisen(II)-sulfat mit Ammoniumthiocyanat in Anwesen-
heit von Salzsäure-Alkohol und fanden bei der im Test
verwendeten Konzentration an Ammoniumeisen(ll)-
sulfat eine ständige, geradlinige Absorptionszunahme
von etwa 0,010/rniri bei 480 nm. Bei höheren Konzen-
trationen ergaben sich 'noch höhere unspezifische Ab-
sorptionsanstiege. Diese spontane Oxidation von
Eisen(II> zu Eisen(HI)-Ionen ließ sich durch Zugabe
von Ascorbirisäure verhindern; es gelang jedoch nicht,
eine Ascorbinsäurekonzentration zu finden, die die
Farbreaktion bei Einsatz definierter «Mengen von Eisen-
(Hl)-chlorid unbeeinflußt läßt. Konzentrationen des
Reduktionsmittels, die in Abwesenheit von Eisen(III)-
lonen zu einem konstanten Meßsignal führen, bewirken
andererseits nach Zugabe von FeQa bereits eine Reduk-
tion der Eisen(III)-Ionen und damit eine Verminderung
der Farbintensität. Ascorbinsäüre kann daher dem Test
nicht zugesetzt werden.
Bestimmung von Linolsäure mit der Farbreaktion
Folgten wir der Originalvörschrift vonProelss & Wright
(1), so wurde bei Einsatz verschiedener Linolsäure-
Standardlösungen keine Abhängigkeit des Meßsignals









Abb. 2. Abhängigkeit der Farbentwicklung von der Inkuba-
tionszeit bei Einsatz von Linolsäure-Ständardlösungen.
Bestimmung nach Umsetzung mit Lipoxygenase,
Ammoniumeisen(II)-sulfat und Ammoniumthiocyanat.
o—o Leerwert
•—· 10 /i Linolsäure-Standardlösung ini Test
— 20 / Linolsaure-Standardlösung im Test
(Die absolute Höhe der Absorptionen kann der Abbil-
dung nicht entnommen werden, da ein Küvettenfehler
nicht ausgeschlossen wurde.) v *
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liegt in der ausgeprägten Änderung der Farbintensität
der Ansätze mit der Zeit, wie sie in Abbildung 2 für
einen Reagentien-Leerwert und Standardlösungen mit
10 bzw. 20 1/1 Linolsäure dargestellt sind. Die
Änderung der Farbintensität mit der Zeit ist abhängig
von der Linolsäurekonzentration im Test. Je höher die
Fettsäurekonzentration, desto geringer ist die relative
Absorptionszunahme in Abhängigkeit von der Dauer
der Inkubation. Auf die Darstellung des Verlaufs bei
Einsatz noch höherer Linolsäurekonzentrationen wurde
aus Gründen des Maßstabs verzichtet. Die Ergebnisse
zeigen, daß die photometrische Messung aller Ansätze
stets im gleichen zeitlichen Abstand nach der Zugabe
der Ammoniumthiocyanatlösung vorgenommen werden
muß. Wir folgten daher den Angaben von Koch et al. (6)
zur Farbreaktion, bei denen genau 30 Sekunden nach
Zugabe des Ammoniumeisen(II)-sulfats die Ammonium-
thiocyanatlösung zugefügt wird und die photometrische
Messung exakt 3 Minuten später erfolgt. Unter diesen
Bedingungen ergab sich eine Proportionalität zwischen
eingesetzter Linolsäuremenge und Absorption in einem
weiten Konzentrationsbereich von 10 bis 200 /
Linolsäure im Test. Ansätze mit 0,5 ml einer 50 /
Linolsäure-Standardlösung zeigten bei 492 nm und
l cm Schichtdicke eine Absorption von 0,360.
Umsatz von Trilinolein durch Lipoxygenase
Im Gegensatz zu der Annahme vonProelss & Wright (1),
daß Trilinolein kein Substrat für die verwendete Lipoxy-
genase darstellt, fanden wir einen meßbaren Umsatz des
Triglycerids durch das Enzym in Abhängigkeit von der
Zeit und der Enzymaktivität. Infcubiert man die Trilino-
lein-Emulsion (Lösung 6) 10—60 Minuten läng bei
+ 25 °C einmal ohne und einmal mit Zusatz des Hilfs-
enzyms und fuhrt anschließend die Farbreaktion aus, so
ergibt sich bei der vonProelss & Wright (1) angegebenen
Lipoxygenase^Aktivität ein Substratumsatz von 1,8—2,4
nmol/Testansatz in 10 Minuten entsprechend 1,1—1,4%
des eingesetzten Trilinoleins. Dieser unspezifische Um-
satz des Lipäsesübstrats durch das Hüfsenzym ist relativ
gering und wird durch den Ansatz eines Substrat-
Leerwerts kompensiert.
Einsatz von Seren
Bestimmt inan die Lipaseaktivität verschiedener Seren
mit dem Verfahren vonProelss & Wright (1) unter Ein-
haltung der von Koch et al. (6) ausgearbeiteten Bedin-
gungen für die Farbreaktion, so findet man an Normal-
sererji und Proben mit stark erhöhter Lipäseaktivität
Ergebnisse, deren Relationen den im titrimetrischen
Test ermittelten Werten größenordnungsmäßig ent-
sprechen. Aufgrund der Berechnung mit Differenz-
bildung aus fuüf relativ hohen Absorptionen ist die
Präzision dfer Methode jedoch außerordentlich gering.
Dies geht aus den in Tabelle 3 als Beispiel zusammen-
gestellten Daten hervor. Die angenommenen Streu-
Tab. 3. Bestimmung der Lipäseaktivität nach Proelss & Wright
(1) mit modifizierter Farbreaktion und Ablesung nach
Koch et al. (6).
Berechnungsbeispiel für ein Serum mit einer im Norm-
bereich liegenden Lipäseaktivität unter der Annahme,
daß die Meßwerte bei Dreifachbestimmungen jeweils
um ± 0,010 schwanken.


























35, 7 U/l 6,8 U/l 60,8 U/l
ungen der Meßwerte sind durchaus realistisch; unter
unseren Drei- bis Vierfachwerten fanden sich trotz sorg-
fältiger Arbeitsweise und Beachtung der von Koch et al.
(6) beschriebenen Zeitintervalle häufig Absorptions-
unterschiede von ± 5%. In dem Beispiel wurde aus
Gründen größerer Übersichtlichkeit angenommen, daß
die Meßsignale um ± 0,010 unsicher sind, eine Größen-
ordnung, die in der Klinischen Chemie bei Routine-
verfahren — wie der Bestimmung der Konzentrationen
von Glucose, Harnstoff, Harnsäure u.a. Metaboliten —
ohne weiteres toleriert wird. Wie Tabelle 3 zeigt, ergaben
sich schon bei relativ geringen Absorptionsdifferenzen
Schwankungen im Ergebnis zwischen 6, 8 und 60,8 U/l.
Dies entspricht einem Variationskoeffizienten von
etwa 38%.
Wir fanden an Normalseren in verschiedenen Serien u.a.
Ergebnisse zwischen - 10 („negative Aktivität"!) und
15 U/l, d.h., kataly tische Aktivitäten im Normbereich
sind praktisch nicht von Null zu unterscheiden.
Auch bei erheblichem experimentellen Aufwand —
Zusarnmenarbeit von zwei Untersuchem, Vierfach-
bestimmungen, Pipettieren und Ablesen nach Stopp-
uhr — gelingt es nicht, die Streuung so gering zu halten,
daß ein Nonnbereich abzugrenzen oder die Berechnung
einer Korrelation zu den Ergebnissen des titrimetrischen
Tests mit Triolein als Substrat gerechtfertigt gewesen
wäre.
Wegen der mangelnden Reproduzierbarkeit der Ergeb-
nisse würden von uns keine Verdünnungsreihen hoch-
aktiver Seren analysiert, so daß über eine lineare Bezie-
hung zwischen Meßsignal und eingesetzter Enzymmenge
keine Aussage gemacht werden kann.
Einfluß der Gallensäurekonzentration
Zur Prüfung der Abhängigkeit des Substratumsatzes von
der Gallensäurekonzentration wurden Seren mit hoher
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Lipaseaktivität (700-2.100 U/l im titrimetrischen
Test) ohne und in Anwesenheit von 0,72, l ,8, 3,6 und
5,4 mmol/1 Natriumdesoxycholat untersucht. Um die
Fehler möglichst klein zu halten, wurden Haupt- und
Leerwerte mit den genannten Gallensäurekonzentra-
tionen im Substrat jeweils in einer Serie analysiert. Die
Absorptionsdifferenzen der einzelnen Proben zeigten
nur in 20% bei der von Proelss & Wright (1) empfohle-
nen Konzentration von 3,6 mmol/1 Natriumdesoxycholat
ein Maximum. Die höchste Absorptionsdifferenz fand
sich meist bei geringeren, selten bei höheren Gallensalz-
konzentrationen, so daß sich ein für alle Seren zutref-
fendes Optimum nicht festlegen läßt. Auch bei Einsatz
von Natriumglykocholat in die Substratemulsion gelang
es nicht, eine Konzentration zu ermitteln, bei der die
verschiedenen Proben einen maximalen Substratumsatz
aufwiesen.
Messung im UV-Bereich
Lipoxygenase bewirkt nicht nur die Oxidation von
Linolsäure u.a. Substraten, sondern auch die Bildung
konjugierter Doppelbindungen aus Strukturen, in denen
die Doppelbindungen durch Methylengruppen getrennt
sind. Mit Linoleat als Substrat wird 13-Hydroperoxy-
octadeca-9,11-dienoat gebildet, das im kurzwelligen UV-
Bereich um 234 nm eine starke Absorption zeigt. Diese
Eigenschaft wurde zuerst von Theorell et al. (2) zur
Bestimmung der kataly tischen Aktivität von Lipoxy-
genase-Präparationen benutzt. Wir versuchten, die an die
Hydrolyse des Trilinoleins durch Lipase angeschlossene
Hilfsreaktion mit Lipoxygenase direkt in einem konti-
nuierlichen Test als Indikatorreaktion zu verwenden,
um so alle Probleme der Farbreaktion zu eliminieren.
Stark verdünntes Serum absorbiert im kurzwelligen UV-
Bereich bereits erheblich. Da diese Absorption bei der
von Bergmeyer et al. (7) zur Bestimmung der Lipoxy-
genaseaktivität empfohlenen Wellenlänge von 238 nm
nur etwa halb so hoch ist wie bei 234 nm, führten wir
die weiteren Messungen bei 238 nm aus.
Bei der kontinuierlichen Registrierung des Reaktions-
ablaufs der Ansätze mit Probe ist eine lag-Phase zu
erkennen, deren Dauer von der Lipaseaktivität der
Probe und der Gallensäurekonzentration im Test ab-
hängig ist. In Anwesenheit optimaler Konzentrationen
von Glyko, oder Desoxycholat beträgt sie bei Normal-
serum 30—45 Minuten, bei Pankreatitisserum zwischen
5 und 10 Minuten. Auch bei kataly tischen Aktivitäten
um 2000 U/l (im titrimetrischen Test gemessen) ergibt
sich erst nach etwa 5 Minuten eine konstante Absorp-
tion sänderung pro Zeiteinheit. Nach Durchlaufen eines
Wendepunktes flacht die Absorptionsänderung pro
Minute wieder ab.
Wir variierten die Gallensäurekonzentration im Substrat
und stellten fest, daß die von uns untersuchten Proben









Abb. 3. Bestimmung der Lipase im UV=-Test bei 238 nm.
Abhängigkeit des Meßsignals von der Endkonzentration





& Wright (1) nicht bei 3,6 mmol/1 Natriumdesoxycholat,
sondern bei l ,8 mmol/1 zeigten (s, Abb. 3)? Unter Ver-
wendung von Natriumglykocholat ergaben sich die
höchsten Substrätümsätze bei 0,75 mmol/1 des Gallen*
salzes, wobei die gemessenen Absorptionsdifferenzen
unabhängig von der katalytisctieri*Aktivität der einge-
setzten Probe - Normalseruni, Pankreatitisserum oder
Postheparinserum — um durchschnittlich etwa 20% unter
denjenigen in Anwesenheit einer optimalen Menge Na.
triumdesoxycholat lagen.
Untersuchungen über den Zusammenhang zwischen ein-
gesetztem Probevolumen und Meßsignal ergaben an
einem Pankreatitisserum nur bei Verdünnung mit inafc
tiviertem Sammelserum bis zum Einsatz von 10
Probe in den Test und bei Erhöhung der kataly tischen
Aktivität des Hilfsenzyms Lipoxygenase auf das Fünf-
fache der in der Originalvorschrift (1) angegebenen
Menge eine geradlinige Beziehung zwischen den beiden
Größen (s. Abb. 4).
Auch die Relationen der an verschiedenen Proben
gemessenen Ergebnisse entsprachen bei Einsatz von
10 Probe größenprdnungsmäßig den im titrimetrisehen
Test ermittelten katalytischen Aktivitäten.,
Dennoch ist das beschriebene Vorgehen zur routine*
mäßigen Bestimmung-der Lipaseaktivität nicht geeignet.
Bei Verwendung niedriger Lipoxygenasekonzentrationen
und geringer Probevölumiriä ist die Auswertung bei zahl-
reichen Patientenseren dadurch unkorrekt, daß die
j. Ciin. Chem. Clin. Biochem. / Vol. 20,1982 / Nq, 10




Abb. 4. Bestimmung der Lipase im UV-Test bei 238 nm.
Abhängigkeit des Meßsignals von der Serummenge und
der Lipoxygenaseaktivität im Test.
— 0,83 kU/1 Lipoxygenase im Test
— 0,165 kU/I Lipoxygenase im Test
o—o 0,083 kU/i Lipoxygenase im Test
• —o 0,041 kU/1 Lipoxygenase im Test
Serumverdünnungen mit inaktiviertem Sammeiserum.
linearen Absorptionsänderüngen pro Zeiteinheit bei
Proben-Leerwerten und Bestimmungsansätzen zu unter-
schiedlichen Zeiten auftreten. Zum anderen ergibt sich
bei Einsatz größerer Konzentrationen Lipoxygenase in
den Substrat-Leerwerten eüi nichtlinearer Umsatz von
Trilinolein, so daß eine Korrektur nicht mögjich ist.
Auch die mangelnde Empfmdlichkeit des UV-Tests und
die ungünstigen optischen Bedingungen schränken die
Anwendbarkeit des Verfahrens außerordentlich ein.
Diskussion
Farbreaktion
Obwohl Trilinolein sich im kontinuierlichen titri-
metrischen Test als spezifisches Substrat für Lipase
erwies, kamen wir mit dem Verfahren von Proelss
& Wright (1) nicht zu reproduzierbaren Ergebnissen.
Wir prüften daher einzelne Reaktiönsschritte dieses
zusammengesetzten Tests.
Die Lichtabsorption des gebildeten Eisen(III)-thio-
cyanats ist nicht nur von der Konzentration an Eisen-
(IH)-Ionen, sondern auch von derjenigen der Thiocyanat-
lonen abhängig. Als Ursache ist vor allem die Bildung
von intensiver gefärbten [Fe(SCN)6]'f+"l"-Ionen zu disku-
tieren (8). Weiterhin wird die Farbreaktion durch
Autoxidation von Eisen(II)- zu Eisen(III)-Ionen gestört.
Die Zugabe der Reagentien muß daher in genauem
zeitlichen Abstand entsprechend der Vorschrift von
Koch et al. (6) vorgenommen werden. Angaben hierzu
fehlen bei Proelss & Wright (1) völlig.
Trotz Einhaltung des von Koch et al. (6) beschriebenen
Verfahrens gelang es nicht, die Lipaseaktivität von
Normalserum zuverlässig zu ermitteln. Dies liegt vor
allem an der komplizierten Berechnungsweise der Ergeb-
nisse aus fünf Absorptionsmessungen (s. Tab. 3). Die
Vielzahl der Ansätze ist notwendig, da — im Gegensatz
zu den üblichen Zweipunkttesten — kein Leerwert ange-
setzt werden kann, dem das zu untersuchende Serum
erst nach Abstoppen der Reaktion zugesetzt wird. Statt-
dessen sind getrennt Proben-, Substrat- und Reagentien-
Leerwerte zu ermitteln.
Es ist notwendig, einen Substrat-Leerwert anzusetzen,
da auch das Lipasesubstrat Trilinolein durch das Hilfs-
enzym Lipoxygenase umgesetzt wird. Zum gleichen
Ergebnis kamen Griebel et al. (9) mit einer anderen
Methodik. Dieser Befund steht im Gegensatz zu den
Angaben von Proelss & Wright (1).
Die in der Originalvorschrift empfohlene Konzentration
von 3,6 mmol/1 Natriumdesoxycholat im Test stellt
nicht bei allen untersuchten Seren das Optimum dar.
UV-Test
Zur Prüfung der ersten beiden Teilschritte der Methode
bestimmten wir das Produkt der Lipoxygenase-Reaktion
durch kontinuierliche Messung im UV-Bereich. Im Gegen-
satz zu den Angaben von Proelss & Wright (1) handelt
es sich hierbei nicht um Linoleathydroperoxid, sondern
um 13-Hydrpperoxyoctadeca-9,ll-dienoat (10). Es
zeigte sich, daß aufgrund des ungünstigen Quotienten
der Geschwindigkeiten von Lipase- und Indikatorreaktion
eine lag-Phase auftritt, deren Dauer zwischen 30 und 45
Minuten bei Normalseren bzw. zwischen 5 und 10
Minuten bei Proben mit stark erhöhter katalytischer
Aktivität schwankt. Die nach der Originalvorschrift im
Test enthaltene Lipoxygenaseaktivität entspricht 0,165
U/ml, die Km. für Linoleat l mmol/1 (11). Verwendet
man Serum mit einer Lipaseaktivität von 100 U/l, so
befinden sich bei Einsatz von 10 Probe 0,001 U in
einem Testvolumen von l ,02 ml, d.h. 0,00098 U im
Milliliter testansatz. Unter Berücksichtigung der von
Proelss & Wright (1) mit 10 / angegebenen Km für
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Dies entspricht 165:98, d.h., die Lipoxygenase istnurin
l ,6-fachern Überschuß vorhanden. Bei einer Lipaseaktivi-
tät von 1000 U/l kehrt sich das Verhältnis sogar in etwa
l: 6 zu ungunsten des Hilfenzyms um. Zum Vergleich sei
angeführt, daß das oben genannte Verhältnis der Quotien-
ten V/Km bei der Bestimmung der Aktivität der Alanin-
aminotransferase eines Serums mit 100 U/l 95: l beträgt
(Bergmeyer (12)). Somit findet die von uns beobachtete
lag-Phase ihre Erklärung in der ungenügenden kataly-
tischen Aktivität des Hilfsenzyms. Andererseits kann
nicht wesentlich mehr Lipoxygenase in den Test einge-
setzt werden; weil dann die nichtlineare Oxydation des
Trilinoleins die Auswertung unmöglich macht.
Da Proelss & Wright (1) mitteilen, die Aktivität von
Normalseren sei bei 234 nm nicht zu messen, ist zu ver-
muten, daß sie die außerordentlich lange lag-Phase nicht
abgewartet haben.
Auch mit dem UV-Test konnte gezeigt werden, daß die
optimale Konzentration von Natriumdesoxycholat
nicht bei 3,6 mrriol/1 liegt, sondern up l ,8 mmol/1.
Mit Glykocholat wurde die höchste katalytische Aktivi-
tät bei einer Endkonzentration von 0,75 mmol/1 gefun-
den; dies stimmt mit den im kontinuierlichen titri-
metrischen Test ermittelten Daten gut überein (13).
Abschließend ist darauf hinzuweisen, daß Reaktionen
mit lag-Phase in einem Zweipünkttest nicht gemessen
werden können. Somit kann dieivon Proelss & Wright
(1) beschriebene Methode — unabhängig von den bei
der Farbreaktion auftretenden Problemen — nicht zu
zuverlässigen Ergebnissen fuhren.
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Ob Normalroutine oder Notfallanalyse,
ob Standard- oder Spezialunter-
suchungen - IL bietet Ihnen Lösungen
für Ihre Analysenprobleme.
Die folgenden Kurzbeschreibungen
geben Ihnen einen ersten Eindruck
der Leistungsmöglichkeiten unserer
Analysengeräte. Selbstverständlich las-
sen sie sich untereinander kombinie-
ren oder vielfältig erweitern. Zubehör
und benötigte Reagenzien finden Sie
ebenfalls in unserem Programm für
das Labor.
Alle IL-Geräte sind für den Anschl
an zentrale Datenverarbeitungsge
vorbereitet. Hoher Probendurchsa
und größte Meßgenauigkeit sind
ebenso wie die leichte" Handhabt
Vorteile, die für IL-Geräte sprechei
Vier in Eins.
Der IL Multistat III-F/LS vereinigt erst-






Durch die verschiedenen Meßmetho-
den ergibt sich eine Vielzahl von Ein-
satzmöglichkeiten in der klinischen
Chemie, der Gerinnungsanalytik, der
Toxikologie und Pharmakologie und in
der Lebensmittelanalytik. Der geringe
Probenverbrauch (2-25 l) macht das
Gerät besonders auch für Pädiatrie,
Geriatrie und die Tiermedizin interes-
sant.





den Einsatz von homogenen Fluores-
zenz-lmmuno-Assay (FIA) Techniken,
z. B. zur Bestimmung des Serum-Me-
dikamentenspiegels. Neue spezifische
Analysenmöglichkeiten, z. B. die Be-
stimmung der Gesamt-Gallensäuren,
die kinetische Bestimmung der Sau-
ren Phosphatase oder anderer speziel-
ler Enzyme werden ermöglicht.
Die kinetische Turbidimetrie und
Nephelometrie läßt einen hohen Ana-
lysendurchsatz von bestimmten Plas-
maproteinen zu.
Der IL Multistat III-F/LS führt ca. 250
Tests pro Stunde bei geringen Kosten
(Reagenzienverbrauch pro Test 100-
200 ) durch. Leichte Bedienung und
Dokumentation der Ergebnisse durch
den eingebauten Drucker sind selbst-
verständlich. Die Analysenprogramme





lysensystem führt bis zu 800 Bestim-
mungen pro Stunde durch. Wahlweise
können Natrium, Kalium, Chlorid, Ge-
samt CO2 oder Glucose, Harnstoff, Cre-
atinin, Gesamteiweiß oder Cälcium
oder alle 8 Parameter bestimmt werden.
Variable Ausbaumöglichkeiten lassen
Ihnen die Wahl zwischen 4, 6, 7 oder
8 Parametern.
Das Parameter-Programm ist voll
selektierbar und dadurch besonders
wirtschaftlich, denn ein Reagenzienver-
brauch für nicht angeordnete Bestim-
mungen wird so vermieden. Durch
Mikroproben- und Mikroreagenzien-
Volumina werden die Kosten pro Test
zusätzlich extrem niedrig gehalten.
Die Bestimmung der angewählten Pa-
rameter erfolgt über modernste metho-
dische Technologien. Die Natrium-
und Kalium-Bestimmung wird mit
ionenselektiven Elektroden durchge-
führt, die keinen Membran Wechsel
mehr erfordern und leicht austausch-
bar sind.
Durch den geringen Wartungsaufwand
und die kontinuierliche automatische
Probehzuführung ist das Gerät prak-
tisch permanent einsetzbar. Serum-,
Plasma- oder Urinproben können so-
wohl in der Routine- als auch in der
Notfallanalyse durchgeführt werden.
Wie alle IL-Geräte zeichnet sich auch
das Elektrolyt/Substrat-Analysensystem
durch einfachste Bedienung aus. Der
eingebaute Bildschirm zeigt Tester-
gebnisse sowie systemdiagnostische




Neue Maßstäbe in der
Flammenphotometrie.
Durch das Flämmenphotometer l
erhält die Referenzmethode Flam
photometrie neue beeindruckend
Argumente.
Das IL.943 bestimmt Natrium, Kai
und Lithium aus nur 20 Probe
automatischer Verdünnung über
eingebauten Kglbencülutor. Die IV
rung eines internen Cäsium-Stan
sorgt für optimale, präzise Lithiunr
Bestimmungen, wobei Spül- und
nigungsvorgänge gänzlich entfall
Die Verwendung des Kolbendilut
verhindert Verstopfungen. Dieser
wesentliche Vorteil sowie die leicl
Bedienbarkeit lassen das IL943 2
notwendigen Bestandteil Ihrer Rc
neanalysen werden. Die Probena
Serum, Urin oder sonstige biolog
Flüssigkeiten - wird leicht über e
Eingabetastatur programmiert. Bi
100 Proben pro Stunde und die l
lichkeit, Notfallänalysen zwischen
Routineanalysen schnell durchzu
ren, sind überzeugender Beweis
die Leistungsfähigkeit des Syster
Automatische Zweipunktkalibrien
für Natrium, Kalium und Lithium
selbstverständlich, ebenso wie di
fältigen Ausbaumöglichkeiten. Sc
kann das IL943 mit oder ohne in
griertem Drucker geliefert werden
automatisches Probenzuführung*









sn Blutgasmodellen IL1302 und
Q stehen zwei vollautomatische
ime zur Verfügung, die durch ihre
ingsweisende Konzeption in je-
modernen Labor ihren Platz fin-
te Präzision, selbst bei kleinsten
^nvolumina, und hohe Zuverläs-
iit sind bestimmend für ihre Lei-
J.
>hl im Routine- vyie auch im Not-
trieb zeichnen sich beide Geräte
i leichte Handhabung aus. Ein
fettes Blutgas-Qualitätskontroll-
-amm von IL, bestehend aus Kon-
taterialien und Auswertung, gibt
i die erforderliche Sicherheit.
on IL entwickelten neuartigen
roden reduzieren die Wartungsar-
n und -kosten auf ein Minimum.
eingebaute Thermodrucker doku-
:iert Datum, Uhrzeit, Kalibrierdaten
Meß- und Rechenwerte.
tzlich verfügt das IL1303 überei-
Bildschirm zur Anzeige weiterer
nteninformationen und Anleitung
ie Durchführung von Wartungs-
Service-Checks.
h die Adaption eines IL282 CO-
leters an den Blutgasänälysator
Iten Sie zusätzlich gemessene
oglobin-, Sauerstpffsättigungswer-
id weitere Hb-Derivate. Alle Daten
len über den Drucker des Blut-
inalysators ausgedruckt.
ien Blutgasmodellen von IL legen






Mit den neuen ionenselektiven Elektro-
lytsystemen IL501 und IL502 können
Sie jetzt ohne Flamme, Propan- oder
Acetylengas und Druckluftversorgung
eine exakte Bestimmung der Elektroly-
te Natrium und Kalium vornehmen.
Die kompakte Ausführung und die Be-
dienungsfreundlichkeit machen diese
Modelle zur idealen Ergänzung Ihres
Labors - als Routine- oder als Notfall-
system.
Die neuartige Elektrodenkonzeption
reduziert die erforderlichen Wartungs-
arbeiten und -kosten auf ein Minimum.
Sie können zwischen Vollautomat
(IL502) oder Halbautomat (IL501) wäh-
Jen - und sich so preisgünstig für das
Gerät entscheiden, das Ihrem Bedarf
bestmöglich angepaßt ist.
Durch den ständig betriebsbereiten
Zustand beider Systeme wird eine so-
fortige Diagnostizierung Ihrer Patienten
möglich. Als Probenmaterial kann Voll-






Die Methode der Atom-Spektroskopie
wird immer häufiger in klinisch-chemi-
schen Laboratorien routinemäßig einge-
setzt.
Die Anwendungsbreite der Atom-
Spektroskopie ist dank Ihrer Spezifität
und geringen Störanfälligkeit so groß,
daß sie für alle klinisch-chemischen
Problemstellungen eingesetzt wird,
wenn es um die Analyse von Metallen
geht.
Das klassische Analysenprogramm
der klinischen Chemie erfährt auch
hinsichtlich des Probenmaterials eine
Ausweitung. Es werden außer den
Körperflüssigkeiten Blut, Urin, Magen-
saft, Liquor cerebrospinalis auch
Gewebe als Untersuchungsmaterialien
eingesetzt, da diese heute durch
Punktion einfach zu erhalten sind.
Für die Analyse von Metallen in der
klinischen Chemie bietet IL ein voll-
ständiges Programm für alle Anwen-
dungsprobleme. IL Atom-Spektropho-
tometer sind so konzipiert, daß maxi-
male Leistung und besonders gute
Nachweis-Empfindlichkeiten erreicht
werden. Alle Modelle enthalten die
gleiche, besonders lichtdurchgängige
Optik, ein Brennersystem mit aus-
gefeilten Sicherheitseinrichtungen und
integrierte Computer-Steuerung.
Auch für die flammenlpse Atom-Ab-
sorption, die z. B. für die quantitative
Bestimmung essentieller Spurenele-
mente und toxikologisch interessanter
Schwermetalle, wie Pb, Cd, Hg oder Tl,





IL Multistat M-F/LS für Enzym- und Substratbestim m u nge
sowie spezielle Untersuchungen.
DL504/508 für die häufigsten Routineanalysen.
DL943 für die moderne Rammenphotometrie.
IL1302/1303 für die vollautomatische Blutgasanalyse.
SL501/502 für die problemlose Natri um/Kali unrvBestim m un
DL AAS für die präzise Metallanalyse.
Forderm Sie ausführliche Informationen mit
untenstehender Antwortkarte an!
Ich interessiere mich für
D Analysenautomat IL Multistat III-F/LS
D Elektrolyt/Substrat-Analysensystem IL 504/508
D Flammenphotometer IL 943
D Blutgasmodelle IL 1302/1303
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